1. Introduction {#sec1}
===============

Les moyens diagnostiques utilisés pour identifier les infections virales respiratoires en réanimation chez l\'adulte ont évolué parallèlement aux progrès accomplis pour reconnaître les infections virales respiratoires de l\'enfant, les premières à être investiguées du fait de leur fréquence. L\'étape marquante du diagnostic des infections virales respiratoires a été l\'arrivée, dans les années 1970, des techniques de diagnostic rapide, suite aux travaux de Gardner sur la détection en immunofluorescence (IF) des antigènes du virus respiratoire syncytial (VRS) dans les sécrétions respiratoires des enfants atteints de bronchiolite [@bib1]. L\'application de la biologie moléculaire à la détection des acides nucléiques viraux a constitué, dans les années 1990, une nouvelle étape de l\'évolution du diagnostic virologique. À cette époque plusieurs groupes décrivent des techniques de PCR pour la recherche des virus influenza ou du VRS [@bib2], [@bib3], mais ces essais de techniques complexes, nécessitant des locaux adaptés et un personnel qualifié, restent sans suite.

Depuis quelques années, l\'utilisation large de la virologie moléculaire dans l\'infection VIH, les méningites et hépatites virales, la possibilité de standardiser ou d\'automatiser l\'outil, ont réactivé l\'intérêt du diagnostic moléculaire dans le domaine des viroses respiratoires. De plus, l\'émergence de virus dangereux à isoler au laboratoire tels que le coronavirus du SRAS ou le virus influenza aviaire A/H5N1 a focalisé l\'attention des développeurs sur des outils de détection sécurisés, tels que les méthodes d\'amplification génique. On se trouve donc aujourd\'hui à une période charnière où les méthodes utilisées pour identifier une infection virale respiratoire, notamment chez les patients hospitalisés, se partagent entre les méthodes virologiques traditionnelles et les techniques moléculaires. Après un rappel sur les virus trouvés chez les patients hospitalisés dans un service de réanimation, et leur épidémiologie, cet article présente les différents outils disponibles selon qu\'il s\'agit de sujets immunocompétents ou immunodéprimés.

2. Virus des infections respiratoires en réanimation {#sec2}
====================================================

La recherche de virus chez un patient atteint d\'une pneumopathie et hospitalisé en réanimation nécessite de connaître les virus qui peuvent être en cause et leur épidémiologie.

2.1. Virus responsables {#sec2.1}
-----------------------

Plusieurs centaines de virus respiratoires différents peuvent être détectés chez les patients atteints d\'une infection virale respiratoire et hospitalisés dans un service de réanimation. Aux virus respiratoires classiques que sont les virus influenza A, B, C, virus respiratoire syncytial (VRS) A et B, virus para-influenza 1, 2, 3, 4, adénovirus (51 sérotypes), coronavirus (CoV) 229E et OC43, rhinovirus (environ une centaine), entérovirus (quelques dizaines), s\'ajoutent les virus récemment détectés en France : le métapneumovirus humain (hMPV) [@bib4], les CoV NL63 [@bib5] et CoV HKU1 [@bib6], le bocavirus [@bib7], enfin le CoV du SRAS et les virus influenza A aviaires potentiellement adaptables à l\'homme...

En réanimation, on peut trouver tous ces virus dans les formes graves de pneumonies communautaires survenant chez des sujets en bonne santé : grippe maligne, SRAS, infections à virus influenza aviaire H5N1.... Mais, ils seront le plus souvent isolés chez des sujets fragilisés : insuffisants respiratoires, asthmatiques, personnes âgées ou atteintes de BPCO ou de cardiopathies..., chez lesquels une infection virale respiratoire, même minime, peut constituer un facteur aggravant de leur pathologie.

Sur le terrain particulier de l\'immunodépression, qui favorise la réactivation et l\'expression clinique des virus latents, des virus « opportunistes » peuvent provoquer des pneumonies : le cytomégalovirus (CMV), certains adénovirus. Enfin, il faut mentionner les complications pulmonaires de certaines viroses systémiques, rougeole ou varicelle notamment, et les trachéobronchites postchirurgicales à virus herpès simplex (HSV), qui ne seront pas abordées ici.

2.2. Épidémiologie des infections virales respiratoires communautaires {#sec2.2}
----------------------------------------------------------------------

Une « virose respiratoire » comporte en général l\'atteinte concomitante de plusieurs segments respiratoires, une rhinopharyngite et de la toux, et des signes généraux modérés (en dehors de la grippe). De nombreux virus peuvent en être la cause et les caractéristiques épidémiologiques de l\'infection constituent un élément d\'orientation important pour les recherches virales. Les pneumonies infectieuses virales sont beaucoup plus rares chez l\'adulte que chez l\'enfant. L\'enfant est le réservoir essentiel des virus respiratoires et les infections par ces virus sont particulièrement fréquentes les premières années de la vie [@bib8]. Comme cela a été montré il y a presque 50 ans pour la grippe, les épidémies virales respiratoires débutent dans les collectivités d\'enfants et ceux-ci seront donc les premiers à être hospitalisés [@bib9]. La contamination des adultes ou des personnes âgées se fait au contact des jeunes enfants, surtout s\'ils vivent en crèche ou sont scolarisés. La recherche de virus chez l\'adulte hospitalisé en réanimation doit tenir compte de la fréquence des différents virus dans la population générale. La distribution des virus respiratoires dans celle-ci peut être extrapolée des données obtenues chez l\'enfant hospitalisé. Dans une étude réalisée au CHU de Caen, sur 5258 aspirations nasales d\'enfants hospitalisés au cours des hivers 1999--2000, 2000--2001 et 2001--2002, on obtient 2150 (40,8 %) échantillons positifs, et parmi ceux-ci 825 (38,4 %) positifs à VRS, 328 (15,2 %) à virus influenza A et B, 189 (8,8 %) à adénovirus, 164 (7,6 %) à virus para-influenza, 482 (22,4 %) à rhinovirus, et 35 (1,6 %) à CoV [@bib10]. Ainsi, les virus circulant le plus dans la population sont par ordre de fréquence les rhinovirus, le VRS et les virus influenza (la recherche d\'hMPV et des nouveaux CoV n\'était pas incluse dans ce travail).

Les infections virales respiratoires virales ont un caractère épidémique et surviennent entre octobre et avril. Elles sont très fréquentes en période hivernale, de novembre à février, époque de diffusion majeure des deux principaux virus épidémiques, le VRS et les virus influenza A et B. La cinétique des épidémies de grippe et à VRS est assez bien conservée d\'une année sur l\'autre ([Fig. 1](#fig1){ref-type="fig"} ). Depuis les sept derniers hivers, et à l\'exception de l\'hiver 2003--2004, l\'épidémie de grippe commence toujours fin décembre et culmine quatre à six semaines plus tard, en janvier, février ou mars selon la date d\'apparition des premiers cas. Les premiers cas d\'infection à VRS s\'observent en octobre et l\'épidémie culmine toujours en décembre et janvier. Les autres virus respiratoires ont une épidémiologie moins stéréotypée, en dehors du hMPV dont l\'épidémie coïncide avec celle due au VRS. Les rhinovirus et virus para-influenza circulent plus volontiers en automne et au début du printemps, les CoV à la fin de l\'hiver et au printemps ([Fig. 2](#fig2){ref-type="fig"} ). Les infections à adénovirus s\'observent tout au long de la saison. La recherche d\'un virus chez un patient hospitalisé en réanimation doit tenir compte de ces données épidémiologiques.Figure 1Cinétique des épidémies de grippe (A) et à virus respiratoire syncytial (B) chez les patients hospitalisés au CHU de Caen.Figure 2Répartition saisonnière des infections virales respiratoires chez les patients hospitalisés au CHU de Caen *(en ordonnée : pourcentage des virus par mois)*.

3. Techniques de diagnostic des infections virales respiratoires chez les sujets immunocompétents {#sec3}
=================================================================================================

Ces techniques concernent les infections virales survenant chez des sujets immunocompétents et les virus respiratoires communautaires.

3.1. Diagnostic virologique conventionnel {#sec3.1}
-----------------------------------------

Les techniques conventionnelles utilisées pour le diagnostic d\'une infection virale respiratoire chez un patient en réanimation ne sont pas différentes quel que soit l\'âge des patients (nourrissons, adultes, sujets âgés) ou le type d\'atteinte respiratoire (rhinopharyngite, trachéobronchite, bronchiolite, pneumonie, crise d\'asthme, exacerbation de BPCO...).

### 3.1.1. La recherche d\'anticorps sériques (ou diagnostic sérologique) {#sec3.1.1}

Elle a peu d\'intérêt pour le diagnostic. La gamme des réactifs disponibles couvre seulement les infections à virus influenza A et B, VRS, virus para-influenza 1, 2, 3 et adénovirus. Il n\'existe pas de sérologie possible pour les infections à rhinovirus, coronavirus, bocavirus ou entérovirus. Le résultat est obtenu tardivement vers le 15^e^ jour, car il exige l\'étude de deux sérums successifs. Les méthodes sérologiques sont insuffisamment sensibles. En effet, les adultes sont porteurs d\'anticorps contre ces virus, depuis l\'enfance, et la montée des anticorps ou la présence d\'IgM spécifiques est difficile à démontrer dans les infections ultérieures. Ainsi, bien qu\'utilisant des techniques « maisons » ultrasensibles pour la sérologie des infections à VRS de l\'adulte, Ann Falsey observe six sérologies faussement négatives parmi 110 infections à VRS de l\'adulte prouvées par culture et PCR [@bib11]. Au total, la sérologie ne fournit pas d\'aide au diagnostic des infections virales respiratoires chez les adultes hospitalisés en réanimation. Elle conserve toute sa valeur au plan épidémiologique.

### 3.1.2. Recherche directe du virus ou ses constituants {#sec3.1.2}

Le diagnostic d\'infection virale repose avant tout sur la recherche directe du virus ou de ses constituants dans les sécrétions respiratoires. Quel que soit l\'âge du patient ou la pathologie, elle se fait à partir d\'un prélèvement de sécrétions nasales (et non pharyngées) parce que les cellules cylindriques ciliées sont le siège électif de la réplication virale. Il y a, par exemple, 4,34 log10 TCID50/ml (doses infectieuses 50 en culture de tissus) dans le nez d\'un enfant atteint de bronchiolite à VRS contre 1,63 log10 TCID50/ml dans la gorge [@bib12]. Par rapport à l\'enfant, les sécrétions nasales sont plus difficiles à recueillir chez l\'adulte : l\'infection virale y est peu exsudative, et le mucus souvent épais. Dès lors, il est parfois plus facile de recueillir les sécrétions par lavage nasal à l\'aide de quelques millilitres de sérum physiologique ou de milieu de transport virologique. L\'écouvillonnage nasal est possible chez l\'adulte, mais à condition :●d\'humidifier le coton de l\'écouvillon par immersion dans le milieu de transport ;●d\'appuyer suffisamment le coton sur les parois des fosses nasales pour détacher des cellules épithéliales ;●de bien essorer les sécrétions dans le milieu de transport.

Enfin le recueil, s\'il est possible, de sécrétions trachéales ou bronchiques est d\'un grand intérêt chez l\'adulte, car ce type d\'échantillon est très riche en cellules respiratoires. Les conditions dans lesquelles s\'effectue le recueil des sécrétions nasales conditionnent l\'efficacité diagnostique. La précocité du prélèvement par rapport au début clinique est essentielle, quel que soit le virus. Dans la grippe expérimentale de l\'adulte par exemple, la réplication virale est maximale 48 heures après l\'inoculation ; elle chute ensuite progressivement avec très peu de virus résiduels après six à huit jours [@bib13]. Dans l\'infection à VRS, l\'élimination nasale du virus est plus courte et moins forte chez l\'adulte que chez l\'enfant (respectivement trois à quatre jours vs cinq à dix jours, et \< 10^3^ vs \< 10^6^ TCID50/ml) [@bib14]. Plus les signes cliniques sont accentués, plus le prélèvement sera riche en virus, et la recherche virale facilitée. Chez des volontaires infectés par un virus influenza, le titre viral est de 10^3^ à 10^7^ TCID50/ml dans le lavage nasal s\'ils sont symptomatiques, et inférieur à 10^3^ TCID50/ml chez les sujets asymptomatiques, ou ceux présentant une infection minime des voies aériennes supérieures [@bib15]. Enfin, la cellularité de l\'échantillon doit être suffisante, car la majorité des virus contenus dans le prélèvement restent dans les cellules ou sont adsorbés à leur membrane. En raison de la fragilité des virus enveloppés et des cellules infectées dans le milieu extérieur, les prélèvements peuvent être transmis tels quels si leur acheminement est rapide (\< 2 heures). Sinon, ils doivent être placés dans un milieu de transport virologique, et conservés au froid, à 4 °C, pour un transport n\'excédant pas 24 à 48 heures, au moins pour les recherches virales en IF ou culture. Si l\'échantillon doit être congelé, la technique d\'IF ne sera plus praticable. La température de congélation doit être inférieure à --70 °C pour maintenir les virus viables, mais une conservation à --20° suffit pour une recherche des acides nucléiques viraux. Au total, le prélèvement nasal ou trachéobronchique doit rapporter une quantité suffisante de sécrétions (au moins 200 μl) ; sa richesse en cellules épithéliales doit être vérifiée par la turbidité du liquide dans lequel les sécrétions ont été exprimées, et le transport doit être protégé.

### 3.1.3. Antigènes viraux par immunofluorescence (IF) {#sec3.1.3}

La mise en évidence d\'antigènes viraux par IF dans les cellules infectées est en théorie la méthode la plus intéressante à utiliser pour la recherche des virus. Simple à mettre en œuvre et économique, elle fournit en moins d\'une heure un résultat qui peut être exprimé sous forme semi-quantitative. Des anticorps monoclonaux sont disponibles pour rechercher et identifier les virus influenza A et B, les quatre virus para-influenza, le VRS, les adénovirus, et très récemment le hMPV. En revanche, il n\'y a pas de recherche possible pour les rhinovirus et les entérovirus, en raison du nombre élevé de sérotypes et de l\'absence d\'antigène de groupe ou d\'anticorps disponibles à ce jour pour détecter les cinq CoV, le virus influenza type C et le bocavirus. Chez l\'enfant, l\'IF s\'avère au moins aussi performante que l\'isolement en culture, classiquement pris comme système de référence. La fausse négativité d\'un test d\'IF résulte le plus souvent d\'un prélèvement de mauvaise qualité. Chez l\'adulte, la recherche virale par IF est souvent décevante. Le VRS, par exemple, est détecté par culture ou recherche d\'antigène dans moins de 50 % des cas chez les personnes âgées infectées [@bib16]. Dans une étude réalisée à Caen sur 51 pneumopathies infectieuses en réanimation, la culture ou les tests de détection antigénique directe détectent moins d\'échantillons positifs que la culture ou les tests moléculaires : 11 positifs vs 17 [@bib17].

La mise en évidence d\'antigènes viraux par marquage immunoenzymatique (IE) repose sur le même principe que l\'IF. Les tests d\'IF et d\'IE se pratiquent sur les mêmes types de prélèvements et leurs niveaux de sensibilité et de spécificité sont comparables. Il existe moins de réactifs disponibles en technique IE qu\'en IF : ils sont limités à la détection des virus influenza, du VRS, et récemment du hMPV. Des tests IE unitaires, reposant sur un principe d\'immunochromatographie, sont disponibles pour identifier une infection à VRS ou à virus influenza. Leur avantage est qu\'ils sont utilisables « au lit du malade », permettant au clinicien d\'identifier un de ces deux virus en environ 15 minutes. Chez l\'enfant admis dans un service d\'urgence pédiatrique, ils peuvent participer à la décision d\'hospitalisation [@bib18]. Dans un service de réanimation adulte on peut se poser la question de leur emploi pour identifier une pneumopathie infectieuse virale, notamment grippale. Le problème majeur posé avec ce type de tests de diagnostic rapide est celui de leur sensibilité. Tous les kits actuels sont capables de détecter tous les types de virus influenza, y compris les souches aviaires A/H5N1, mais leur sensibilité est nettement inférieure à celle de l\'isolement en culture [@bib19]. La sensibilité dépend aussi du type et de la qualité du prélèvement, de l\'âge des patients, du type de maladie. L\'utilisation de ces tests par les praticiens sur le terrain peut être acceptable pour la surveillance des épidémies grippales [@bib20]. Elle est beaucoup plus problématique pour un diagnostic de pneumonie chez un patient en réanimation. On peut éventuellement les utiliser en première intention, mais, que le résultat soit positif ou négatif, il devra de les toutes façons être contrôlé par une technique de référence : culture ou PCR...

### 3.1.4. Isolement en culture de cellules {#sec3.1.4}

La recherche virale par isolement en culture de cellules a des indications limitées. L\'isolement en culture de cellules représente un système d\'amplification virale, une seule particule infectieuse pouvant, en théorie, aboutir à une culture positive. Ayant dans l\'absolu la sensibilité la meilleure, la culture a été longtemps considérée comme la technique de référence. L\'isolement des virus respiratoires sur des cultures cellulaires est de moins en moins utilisé aujourd\'hui par les laboratoires de virologie non spécialisés pour plusieurs raisons. La technique de cultures cellulaires, déjà délicate et exigeante, nécessite ici l\'emploi de plusieurs lignées cellulaires cultivées en parallèle, certaines cellules étant plus adaptées que d\'autres à l\'isolement viral. Par exemple, les cellules MRC5 permettent l\'isolement du VRS, mais non celui des virus influenza, et inversement, les cellules MDCK sont adaptées à l\'isolement des virus influenza mais non à celui du VRS, etc. De plus, des techniques d\'identification spécifiques (IF, séroneutralisation, méthodes PCR) s\'ajoutent à l\'isolement viral, compliquant la procédure et retardant le résultat. Ainsi, le délai de réponse de la culture est toujours long, allant de 5 à 21 jours, ce qui est peu compatible avec une exploitation rapide des données virales. Par ailleurs, il existe des facteurs liés au prélèvement, qui exposent à des résultats faussement négatifs : facteurs chimiques inactivant les virus, inhibiteurs de la croissance virale (anticorps, interférons, contamination bactérienne...). En dépit de ces facteurs, l\'isolement des virus respiratoires en culture est plus performant que la détection antigénique directe, et cela quel que soit l\'âge ou l\'état clinique du patient. À titre d\'exemple, nous avons comparé la détection antigénique directe par IF à l\'isolement en culture sur 2150 aspirations nasales d\'enfants hospitalisés et infectés par un virus respiratoire au cours de trois hivers successifs [@bib10]. L\'IF a détecté seulement 57 % des aspirations nasales positives. L\'apport de la culture a permis la détection supplémentaire de 30,5 % de virus influenza, 21,1 % d\'adénovirus, 19 % de virus para-influenza, et la mise en évidence de 272 infections à rhinovirus, et 35 à CoV. Au total, la recherche virale en culture reste intéressante pour le diagnostic des infections virales respiratoires en réanimation en raison de sa grande efficacité. Cependant, en raison de ses complexités et délais de réponse, il paraît plus judicieux de l\'utiliser en deuxième intention, sur des échantillons qui auraient été trouvés négatifs par les techniques rapides d\'IF.

3.2. Diagnostic virologique moléculaire {#sec3.2}
---------------------------------------

La recherche du génome viral par hybridation simple sur des sécrétions respiratoires, ou par hybridation in situ sur des coupes histologiques est une méthode trop peu sensible pour le diagnostic. Elle est intéressante pour localiser le virus dans les pathologies pulmonaires complexes ou les études physiopathologiques. Les méthodes d\'amplification génique (PCR) ont beaucoup d\'avantages pour le diagnostic des infections virales respiratoires, qu\'il s\'agisse d\'ailleurs d\'enfants ou d\'adultes, et qu\'ils soient hospitalisés en réanimation, ou non. En effet, elles sont capables de détecter quelques virus ou équivalent-génomes (EG), par unité de volume testée. Cette grande sensibilité est particulièrement utile chez l\'adulte où la charge virale dans les sécrétions respiratoires est naturellement plus faible que chez l\'enfant. Les acides nucléiques viraux sont présents plus longtemps dans les voies respiratoires des sujets infectés que ne le sont les virus cultivables. Cette caractéristique est intéressante chez les adultes, dont l\'hospitalisation dans les pneumopathies infectieuses est en général plus tardive que celle des nourrissons. Enfin, les exigences concernant le recueil et le transport des prélèvements sont moins fortes pour la recherche des acides nucléiques viraux puisque les cellules (dans le cas de l\'IF) ou les virus (dans le cas de la culture) n\'ont pas à être préservés. Les techniques PCR détectent également des particules virales incomplètes, non infectieuses. La charge virale mesurée en EG/ml n\'est donc pas superposable à celle mesurée en TCID50/ml. Mais cette particularité n\'est pas un inconvénient pour le diagnostic, du moins à la phase aiguë de la maladie. Les méthodes PCR ont encore d\'autres avantages. Grâce au choix de la localisation de la région amplifiée sur le génome viral, on peut obtenir des outils PCR plus ou moins spécifiques de l\'espèce, du type ou de la souche virale. On dispose ainsi de PCR identifiant, soit le virus ou le genre viral (exemple : VRS, rhinovirus, adénovirus, entérovirus), soit le type ou le sous-groupe viral (exemple : virus influenza A ou B, VRS A ou B, virus para-influenza 3), soit le sous-type (exemple : virus influenza A/H3 ou H1 ou H5, adénovirus spB...). Il est possible également d\'étudier la variation génétique des souches par le séquençage des produits d\'amplification et de mesurer la charge virale dans les échantillons respiratoires. Enfin, les techniques de détection des acides nucléiques sont les seules autorisées pour rechercher les virus hautement pathogènes que sont le SARS-CoV ou les virus influenza A/H5N1, puisque l\'on travaille dans ces cas sur des acides nucléiques, lesquels ne sont pas directement infectants.

La supériorité des méthodes PCR sur les techniques conventionnelles pour la recherche de chaque virus respiratoire est établie depuis longtemps [@bib21], [@bib22], [@bib23]. Mais compte tenu du nombre de virus à rechercher, les méthodes PCR dites « multiplex », capables de détecter simultanément plusieurs virus respiratoires, sont très intéressantes. Leur supériorité a été bien montrée dans les infections respiratoires de l\'enfant hospitalisé, où elles augmentent à la fois la détection des virus respiratoires classiques et la recherche de virus respiratoires non ou très difficilement cultivables : CoV, hMPV, rhinovirus, virus influenza C, bocavirus... [@bib10], [@bib24], [@bib25], [@bib26]. Dans une étude réalisée chez 263 enfants consultant aux urgences pédiatriques du CHU de Caen pour une infection respiratoire aiguë, nous avons comparé l\'efficacité des méthodes conventionnelles d\'IF, permettant la détection de sept virus différents, d\'IF et de culture, permettant la détection de 13 virus, à des PCR multiplex pouvant détecter jusqu\'à 15 virus [@bib18]. Cent cinquante-cinq (57,6 %) aspirations nasales ont été trouvées positives en IF, 188 (72,3 %) positives en IF et culture, et 242 (92 %) positives en PCR multiplex. Les techniques multiplex PCR détectent 124 virus qui n\'avaient pas été détectés par les méthodes conventionnelles : 68 rhinovirus, 17 hMPV, 15 VRS, huit virus para-influenza, cinq CoV et deux virus influenza. L\'utilisation des multiplex PCR en routine est difficile en raison de leur complexité (plusieurs multiplex sont nécessaires), de la longueur de la réalisation de la technique (qui comprend les phases d\'extraction, de *reverse transcription*, de PCR et de révélation par électrophorèse ou hybridation), et de l\'absence de standardisation, puisqu\'il s\'agit uniquement de techniques « maison ». L\'apparition récente des méthodes de PCR multiplex en temps réel permet de gagner du temps sur les phases de PCR et de révélation. Templeton et al. ont décrit deux PCR multiplex en temps réel pour la détection de sept virus respiratoires : virus influenza A et B, VRS, virus para-influenza 1, 2, 3, 4. Ces méthodes ont détecté 20 virus supplémentaires aux 67 souches virales isolées en culture : cinq virus influenza, huit VRS, sept virus para-influenza [@bib27]. Kuypres et al. ont comparé des méthodes multiplex en temps réel à la détection antigénique en IF sur 1138 échantillons respiratoires d\'enfants. Au moins un virus a été détecté dans 436 (38,3 %) échantillons par IF, et dans 606 (53,4 %) échantillons par PCR (*p*  \< 0,001) [@bib28].

Chez les adultes hospitalisés en réanimation, quelques études récentes confirment la supériorité des méthodes PCR sur les techniques conventionnelles pour le diagnostic des pneumopathies infectieuses. La première, menée en 2004, a identifié un virus chez un tiers des patients (17/51) non immunodéprimés et hospitalisés en réanimation pour une pneumopathie grave : six virus influenza, trois VRS, trois rhinovirus, deux adénovirus, un virus para-influenza, un CMV et un virus herpès simplex [@bib17]. La recherche virale a été faite sur des aspirations nasales ou trachéales, et les PCR étaient des techniques « maison », unitaires, recherchant huit virus. Neuf (17,6 %) virus respiratoires classiques ont été détectés par les méthodes conventionnelles, et 15 (29,4 %) par les outils moléculaires. En 2005, Legoff et al. ont utilisé une technique multiplex PCR commerciale et des méthodes PCR « maison » pour rechercher dix virus respiratoires dans 41 LBA de patients atteints de pneumonie, hospitalisés en réanimation [@bib29]. Ils ont identifié seulement un seul virus par ces méthodes conventionnelles (virus influenza A), et 14 (29,8 %) virus par les PCR : huit virus influenza, deux virus para-influenza, deux VRS, deux adénovirus. L\'étude de Carrat et al. a concerné 122 patients hospitalisés dans un service de réanimation pour défaillance cardiorespiratoire au cours de deux hivers successifs [@bib30]. La recherche virale a été faite sur des sécrétions nasales par des techniques « maison » de PCR en temps réel pour détecter les virus influenza, VRS et hMPV, et par des PCR unitaires pour les rhinovirus et CoV 229E et OC43. Vingt-deux prélèvements (17 %) ont été trouvés positifs pour un virus respiratoire : huit avec un virus influenza, six un VRS, quatre un rhinovirus, deux un hMPV et un avec un CoV OC43. L\'étude prospective de Daubin et al. a comparé des techniques moléculaires et des conventionnelles [@bib31]. Elle concernait 187 patients, intubés et ventilés, admis dans un service de réanimation entre septembre 2003 et septembre 2004. La recherche virale était faite sur des aspirations trachéobronchiques par des méthodes conventionnelles d\'IF et de culture et par des PCR multiplex « maisons » détectant 13 virus respiratoires. Quarante-cinq virus ont été détectés chez 41 (22 %) : 24 rhinovirus, sept virus influenza, deux VRS, deux entérovirus, un virus para-influenza 3, un adénovirus, un CoV 229E. Par ailleurs, sept virus herpès simplex ont été isolés en culture, le plus souvent en association avec un virus respiratoire. Dans cette étude 65,7 % des virus respiratoires étaient détectés par les PCR multiplex, et 34,3 % par les méthodes conventionnelles.

Bien qu\'il y ait de grandes différences dans les méthodologies conventionnelles ou moléculaires utilisées dans ces études, elles montrent toutes que les méthodes PCR sont plus efficaces que les méthodes conventionnelles pour le diagnostic des infections virales respiratoires chez les adultes en réanimation. Elles identifient des virus qui ne peuvent pas être trouvés par ces dernières. Elles augmentent la détection des virus respiratoires classiques lorsque la charge virale de l\'échantillon est faible. Ainsi, il a été montré que la plupart des échantillons trouvés négatifs en IF et positifs en PCR contenaient un titre viral inférieur d\'au moins trois log. par rapport aux échantillons positifs en IF et PCR [@bib28]. Cette caractéristique de sensibilité est un élément important justifiant la place, certainement prioritaire, des techniques moléculaires pour la recherche des virus dans les infections respiratoires de l\'adulte, notamment en réanimation. Néanmoins, dans un laboratoire de virologie clinique où la rapidité, le coût modéré et la simplicité des techniques sont des exigences prioritaires, le meilleur choix est peut-être d\'utiliser séquentiellement les techniques, en débutant par l\'IF, et en poursuivant la recherche par les PCR multiplex en cas de négativité de l\'IF.

4. Les techniques de diagnostic des infections virales respiratoires en cas d\'immunodépression {#sec4}
===============================================================================================

Chez les sujets immunodéprimés, la fréquence des pneumonies dues aux virus respiratoires classiques (virus influenza, VRS, etc.) ne paraît pas plus élevée que dans la population normale. En revanche, dans des situations de forte immunodépression (greffe médullaire, traitement des rejets...), et avec certains virus (VRS, virus para-influenza, adénovirus), l\'affection est plus grave et la localisation respiratoire souvent à l\'origine d\'une dissémination hématogène de l\'infection. Les pneumonies virales des sujets immunodéprimés sont plus souvent dues à des virus latents, l\'immunodépression favorisant à la fois la réactivation virale et son expression clinique. Le CMV est considéré comme un agent majeur de morbidité et de mortalité par pneumonie interstitielle chez les sujets transplantés et ceux atteints de sida [@bib32]. L\'atteinte pulmonaire est fréquente (28 p. 100) dans les varicelles graves des sujets immunodéprimés [@bib33]. L\'infection latente du tissu ganglionnaire par certains adénovirus (types 1,2,5,6...) est fréquemment réactivée en cas d\'immunodépression, et peut entraîner des infections disséminées avec atteinte pulmonaire grave [@bib34].

Le diagnostic virologique de ces pneumonies virales ne fait pas appel à des techniques différentes de celles utilisées chez l\'immunocompétent. La recherche virale s\'effectuera à la fois sur les sécrétions bronchiques recueillies au début de la manœuvre conduisant au lavage bronchoalvéolaire (LBA), et sur ce LBA. Par ailleurs, comme dans ces atteintes l\'élimination des virus par les voies aériennes est plus prolongée que chez le sujet immunocompétent (15 jours en moyenne au lieu de six dans la grippe A, de 40 à 112 jours au lieu de cinq à sept dans l\'infection à VRS) et que la charge virale est souvent élevée, les recherches virales directes, même retardées peuvent être positives.

4.1. Pneumonies à CMV {#sec4.1}
---------------------

Il est particulièrement difficile de porter le diagnostic de pneumonie à CMV chez le sujet immunodéprimé [@bib35]. Le critère biologique traditionnel basé sur la détection d\'inclusions spécifiques dans les cellules est souvent pris en défaut, car de telles inclusions sont très rarement décelées dans le LBA par rapport à celles trouvées dans le tissu pulmonaire [@bib36], et la biopsie pulmonaire est rarement disponible. Enfin, le nombre et la distribution des cellules répliquant le virus (porteuses d\'inclusions) ne reflètent pas l\'importance de l\'altération fonctionnelle du poumon, puisque des cellules infectées de façon abortive peuvent contribuer à la lyse cellulaire [@bib37]. En l\'absence d\'inclusions, la pneumonie à CMV est probable lorsque le CMV est le seul pathogène décelé dans le LBA et que la maladie répond favorablement au traitement antiviral. Par ailleurs, on sait que l\'isolement du CMV dans le LBA de certains patients n\'ayant pas de pneumonie a une valeur pronostique importante, puisque, par exemple, les patients greffés de moelle ont 70 % de risques de présenter une pneumonie interstitielle à CMV si le traitement antiviral n\'est pas débuté à ce stade [@bib38]. Ainsi, la mise en évidence du CMV dans le LBA par isolement en culture ou détection de séquences virales est utile au clinicien dans sa démarche diagnostique et thérapeutique. La culture dite rapide, associant centrifugation de l\'inoculum sur les fibroblastes et détection par immunocytochimie des antigènes très précoces donne un résultat en 24 à 48 heures qui peut être quantitatif si on rapporte le nombre de cellules marquées à l\'inoculum. Il existe aujourd\'hui des techniques standardisées et commercialisées pour la détection par PCR et la quantification du CMV dans les produits pathologiques. Plus simples à réaliser et plus rapides, elles ont tendance à remplacer l\'isolement en culture dans les laboratoires. Des études récentes sur la quantification, l\'expression génomique et la distribution du CMV dans les deux fractions cellulaires et acellulaires du LBA fournissent des résultats intéressants. La quantification de l\'ADN CMV dans le LBA a une grande valeur diagnostique, car elle est corrélée au nombre d\'inclusions présentes dans le tissu pulmonaire [@bib39]. D\'autres auteurs ont montré que la quantité d\'ADN CMV présent dans le LBA est significativement plus grande chez les patients atteints de pneumonie à CMV que chez les excréteurs asymptomatiques [@bib40]. De plus, la charge virale déterminée dans le LBA est supérieure à celle du compartiment sanguin chez les patients présentant une pneumopathie à CMV [@bib39]. En culture, le CMV est fréquemment isolé des fractions cellulaires et acellulaires du LBA, mais la présence du virus dans les cellules est plus étroitement associée à la pneumonie à CMV que sa présence dans la phase acellulaire [@bib41]. Des ARNm spécifiques de gènes précoces (IE1 ARNm) ou tardifs (gH ARNm) sont constamment trouvés dans les pneumonies à CMV certaines ou probables, et jamais décelés chez les excréteurs asymptomatiques, ou les sujets séropositifs seulement. Enfin, il faut souligner que si la recherche des marqueurs d\'infection active à CMV apporte la preuve d\'une réplication virale (augmentation significative des anticorps IgG anti-CMV, ou présence d\'IgM, existence de fortes virémie, antigénémie ou charges virales sanguines), elle n\'en indique pas la localisation, et ne permet pas de porter le diagnostic de pneumonie à CMV.

4.2. Pneumonies à adénovirus {#sec4.2}
----------------------------

Chez les sujets immunodéprimés, l\'infection à adénovirus est caractérisée par trois éléments. Les atteintes cliniques sont nombreuses et variées : poumon, rein, foie, intestin. Les localisations hépatiques et pulmonaires sont fréquentes. Cette dernière aggrave le pronostic avec un taux de mortalité de 60 % [@bib34]. Les sérotypes rencontrés sont avant tout ceux induisant une infection latente du tissu lymphoïde : sérotypes 1,2,5,6 de l\'espèce C ; mais des sérotypes rares, atypiques ou nouveaux, sont parfois en cause. Enfin, le processus lésionnel pulmonaire, peut, comme dans l\'infection à CMV, ne pas être directement lié à l\'intensité de la réplication virale, mais à des cycles infectieux incomplets [@bib42]. Les pneumonies à adénovirus sont rares chez les sujets immunodéprimés ou en réanimation [@bib43].

Le diagnostic des pneumonies à adénovirus comporte une recherche virale dans les sécrétions trachéobronchiques et alvéolaires. La recherche directe en IF est une méthode peu sensible dans le diagnostic de la pathologie respiratoire commune à adénovirus de l\'enfant, et il y a toute raison de penser, que chez l\'immunodéprimé, et si l\'infection est non permissive, elle l\'est encore moins. Les sérotypes responsables des infections respiratoires communes à adénovirus sont au nombre d\'une dizaine, et en général, isolables sur les systèmes de culture traditionnels. En revanche, pour les sérotypes rares, et a fortiori atypiques (recombinants ?) ou nouveaux, la culture peut être négative. Pour ces raisons, la recherche d\'adénovirus par PCR dans les sécrétions bronchiques et alvéolaires est nécessaire pour le diagnostic des pneumonies à adénovirus chez l\'immunodéprimé. Il existe de nombreuses techniques, permettant, soit la détection d\'un adénovirus, soit l\'identification de l\'espèce [@bib44]. La recherche et la quantification d\'une virémie peuvent apporter des informations complémentaires utiles au diagnostic [@bib45].

5. Conclusion {#sec5}
=============

L\'identification d\'un virus dans une atteinte respiratoire de l\'adulte, qu\'il soit ou non hospitalisé en réanimation, est encore dominée en routine, par les méthodes immunologiques de diagnostic direct et rapide. L\'apparition de nouveaux anticorps monoclonaux pourra permettre d\'élargir le champ des investigations virologiques, mais il restera toujours de nombreux virus non détectables par cette méthode. De plus, la faible charge virale présente dans les sécrétions respiratoires des atteintes de l\'adulte limitera toujours l\'intérêt de la détection antigénique directe. Dans ce contexte, il y a donc une grande place pour les méthodes ultrasensibles, telles que l\'isolement en culture ou les méthodes PCR. Il est clair que la culture sera de moins en moins utilisée et remplacée par des PCR multiplex, compte tenu du nombre et de la diversité génétique des virus à rechercher. Mais, à ce jour, ces techniques PCR multiplex restent encore d\'une utilisation très difficile en routine. Il s\'agit avant tout de techniques « maison », compliquées à mettre en œuvre, nécessitant de nombreux contrôles dus à l\'absence de standardisation et d\'automatisation, et enfin d\'un coût relativement élevé. Les méthodes de PCR multiplex en temps réel représentent vraiment le développement prioritaire des prochaines années. Le problème de la validation clinique des résultats de PCR semble aujourd\'hui résolu, mais la persistance postaiguë du VRS, du hMPV ou des rhinovirus est intrigante [@bib46], [@bib47], [@bib48].
